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摘 XE: 本 试验 旨 在 探讨 植物 乳 杆菌 对 大 肠 杆菌 感染 猪 肠 道 上 皮 细 胞 CIPEC-J2 细胞 ) 形态 、 
存活 和 免疫 应 答 的 影响 。 在 体外 条 件 下 , 采用 吉姆 萨 和 台 盼 蓝 染 色 方 法 检测 植物 乳 杆菌 对 大 
肠 杆菌 感染 PEC-J2 细胞 形态 和 存活 的 影响 ， 并 采用 实时 定量 荧光 PCR 方法 研究 了 其 对 大 
肠 杆菌 感染 IPEC-J2 细胞 免疫 应 答 的 影响 。 结 果 表 明 : 植物 乳 杆 菌 能 够 缓解 大 肠 杆菌 引起 的 
IPEC-J2 细胞 形态 损伤 。 与 大 肠 杆菌 处 理 组 相 比 ， 植 物 乳 杆菌 与 大 肠 杆菌 共同 处 理 可 显著 或 
极 显 著 降低 细胞 死亡 率 (1、2h，P<0.01; 3 h，P<0.05)。 植 物 乳 杆 菌 可 显著 抑制 大 肠 杆菌 


引起 的 IPEC-J2 细胞 Toll 样 模式 识别 受 体 2 CTLR2) (2、3 h，P<0.01)、Toll 样 模式 识别 受 


体 6 (TLR6) (2h, P<0.05; 3h，P<0.01)、NOD 样 模式 识别 受 体 2 CNOD2) (1h, P<0.05; 


2h，P<0.01) 及 炎症 因子 白细胞 介 素 -6 〈 民 -6) (2、3 h，P<0.01)、 白 细胞 介 素 -8 CIL-8) (2、 


3h, P«0.01) mRNA 的 过 表达 (P<0.05)， 还 可 促进 IPEC-J2 细胞 NOD 样 模式 识别 受 体 1 


(NODI) mRNA 的 表达 (2h, P«0.05; 3 h，P<0.01)。 结 果 提 示 ， 植 物 乳 杆菌 能 够 缓解 大 
肠 杆菌 引起 的 IPEC-J2 细胞 形态 损伤 及 死亡 ， 并 可 通过 调节 模式 识别 受 体 TLR2. TLR6 和 
NOD2 mRNA 的 表达 绥 解 大 肠 杆菌 引起 的 细胞 炎症 因子 IL-67 IL-8 mRNA 的 过 表达 。 
关键 词 : 植物 乳 杆菌 ， 了 PEC-J2 细胞 ， 大 肠 杆菌 ;损伤 ， 免 疫 应 答 


中 图 分 类 号 : S828; S8112 


o 仔猪 断奶 后 的 腹泻 可 严重 影响 仔猪 生长 性 能 和 成 活 率 , 而 仔猪 饲养 水 平 直接 影响 着 养 猪 


生产 者 的 经 济 效益 。 因 此 ,研究 预防 和 缓解 仔猪 腹泻 对 养 猪 生产 者 至 关 重 要 。 乳 酸 菌 作为 一 
种 新 型 的 饲料 添加 剂 , 是 目前 研究 较 多 且 在 动物 生产 中 发 挥 作用 较 好 的 一 类 益生 菌 。 乳酸 菌 
具有 调节 肠 道 菌 群 结构 、 增 强 机 体 免疫 力 、 减少 致 病菌 对 肠 道 的 感染 等 益生 功能 ， 可 在 一 定 
程度 上 缓解 致 病菌 等 引起 的 仔猪 腹泻 上 3。 研究 表明 ， 乳 酸 菌 的 益生 功能 主要 通过 调节 动物 
肠 道 屏障 功能 来 实现 B9。 猪 肠 道上 皮 细 胞 (CIPEC-J2 细胞 ) 是 维持 其 肠 道 屏障 功能 的 主要 执 
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行者 ， 其 完整 性 和 免疫 调节 功能 是 发 挥 其 屏障 作用 的 重要 条 件 趾 。 已 有 研究 表明 ， 不 同 菌株 
的 乳酸 菌 对 仔猪 肠 道 细胞 完整 性 有 保护 作用 ,能够 缓解 脂 多 糖 等 引起 的 肠 道 细胞 损伤 ,， 同时 
还 能 抑制 有 害 菌 引起 的 细胞 炎症 反应 831。 但 目前 猪 源 植物 乳 杆 菌 对 IPEC-J2 细胞 影响 的 报 
道 还 较 少 。 因此， 本 研究 以 IPEC-J2 细胞 为 体外 培养 模型 ， 研 究 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆 菌 感染 
IPEC-J2 细胞 形态 、 存 活 和 免疫 应 答 的 影响 ， 为 其 作用 机 理 研 究 和 进一步 开发 应 用 提供 理论 
基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 ”试验 材料 
1.1.1 菌株 和 细胞 

本 试验 所 用 的 猪 源 植物 乳 杆菌 由 北京 市 农林 科学 院 畜 牧 兽医 研究 所 动物 营养 研究 室 分 
离 自 健康 仔猪 肠 道 , 该 菌株 已 保藏 于 微生物 菌 种 保藏 中 心 , 分 类 命名 为 植物 乳 杆菌 ZLP001， 
保藏 号 为 CGMCCNo.7370; 大 肠 杆菌 为 产 肠 毒素 大 肠 杆菌 Centeroinvasive Escherichia coli, 
ETEC), 血清 型 为 0149:K91:K88ac; IPEC-J2 细胞 为 仔猪 肠 道 上 皮 细 胞 ， 购 自 广 州 吉 妮 欧 生 
物 科技 有 限 公 司 。 
1.1.2 主要 试剂 和 仪器 


主要 试剂 : DMEM/F12 基础 培养 基 、 热 灭 活 胎 牛 血清 (FBS) AER AA 0.25 % 胰 酶 


ok 


- 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA)， 均 购 自 美国 Gibco 公司 ; 吉姆 萨 染色 液 和 4% 台 有 盼 蓝 染 液 ， 均 购 
北京 酷 来 捕 (Coolaber) 科技 有 限 公司 ; Trizol 试剂 ， 购 自 美国 Invitrogen 公司 ; 握 仿 和 异 丙 
醇 ， 均 购 自 北京 化 工厂 ; Quant cDNA 第 1 链 合 成 试剂 盒 、 普 通 PCR 试剂 盒 和 SuperReal 荧 
光 定量 预 混 试 剂 ， 均 购 自 天 根 生化 科技 有 限 公 司 。 

主要 仪器 : HF151 UV CO; 细 胞 培养 箱 ， 上 海 力 申 科学 仪器 有 限 公 司 ; HZQ-F160 全 温 
振荡 培养 箱 ， 哈尔滨 东 联 电子 技术 开发 有 限 公 司 ; IX71 倒置 显微镜 , 日 本 OLYMPUS 公司 ; 


细胞 计数 仪 TC20， 美 国 Bio-Rad 公司 ; RIGE Æ PCR Quant Studio 3， 美 国 Thermo Fisher 


Scientic 公司 。 


1.2 试验 方法 


1.2.1  IPEC-J2 细胞 的 培养 


IPEC-J2 细胞 采用 75T E533. DMEM/FI2 基础 培养 基 培 养 ， 并 添加 10% FBS、1% 青 / 


HER. J IPEC-J2 细胞 培养 于 5% CO，、95% 相 对 湿度 、37 的 细胞 培养 箱 中 ，24 h 换 液 


1 次 。 待 细胞 贴 壁 生长 至 80%~90% 后 用 0.25 % 胰 酶 -EDTA 消化 , 309xg 离心 5 min 进行 传代 。 


细胞 传代 3 次 左右 后 以 Sx105 个 / 孔 的 量 接种 于 6 和 孔 细胞 培养 板 中 ,此 时 所 用 培养 液 中 除 不 合 
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上 述 青 / 链 考 素 外 ， 其 他 成 分 同 传代 细胞 培养 液 。 待 6 孔 细 胞 培养 板 中 细胞 培养 至 单 层 细胞 
时 进行 试验 no。 
1.22 ”菌株 的 培养 及 菌 体 悬 液 的 制备 
1.2.2.1 菌株 的 培养 

将 植物 乳 杆菌 冻 存 液 以 1% 接 种 量 接种 于 新 鲜 的 液体 乳酸 细菌 培养 基 (MRS 培养 基 ) 中 ， 
37 人 恒温 培养 20 nh, 传代 2 REH. 将 大 肠 杆菌 冻 存 液 以 1% 接 单 的 液体 溶菌 肉 
汤 培 养 基 (LB 培养 基 ) 中 ，37 CC 摇 床 培养 8h， 传 代 2 代 备 用 。 
1.2.2.2” 菌 体 悬 液 的 制备 

将 生长 至 对 数 期 的 植物 乳 杆菌 和 大 肠 杆菌 经 3 300xg 离心 15 min， 收 集 菌 体 。 用 无 菌 磷 
酸 盐 缓冲 液 (PBS，pH 7.2~7.4) 洗涤 2 次 后 重 基 于 DMEM/F12 基础 培养 基 中 。 通 过 显微镜 
计数 和 固体 平板 计数 ， 将 其 制备 成 108 CFU/mL 的 植物 乳 杆 菌 和 107CFUAmL 的 大 肠 杆菌 菌 
体 悬 液 待 
1.2.3 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 PEC-J2 细胞 形态 的 影响 

将 IPEC-J2 单 层 细胞 用 无 菌 PBS 润 洗 2 遍 后， 进行 以 下 处 理 : 1) 无 处 理 的 对 照 组 ，2) 
大 肠 杆菌 处 理 组 ; 3) 植物 乳 杆菌 处 理 组 ; 3) 植物 乳 杆菌 + 大 肠 杆 菌 处 理 组 。 分 别处 理 1、2、 
3h 后 ，PBS 清洗 3 遍 ， 彻 底 洗 去 未 黏附 的 菌 体 。 之 后 用 甲醇 固定 15 min 后 ， 吉 姆 萨 染 液 染 
色 30 min. 用 蒸馏 水 清洗 细胞 2 次 后 用 倒置 显微镜 在 200 倍 镜 下 观察 细胞 形态 。 每 个 试验 重 
复 3 W, 
1.2.4 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 耻 EC-J2 细胞 存活 的 影响 


将 IPEC-J2 单 层 细胞 用 无 菌 PBS 润 洗 2 3/5. x IPEC-J2 细胞 的 处 理 同 1.2.3。 分 别处 


YE 


量 接 于 新 


E 


| 


d 


d 1. 2. 3h 后 ， 吸 取 上 清 于 10 mL 灭 菌 离心 管内 。 并 用 无 菌 PBS 清洗 细胞 3 遍 ， 然 后 用 


300 uL 0.05% 胰 酶 -EDTA 对 细胞 进行 消化 ,终止 消化 后 309xg 离心 5 min, 弃 上 清 , 用 500 uL 


车 细胞 。 台 有 盼 蓝 染色 后 在 TC20 细胞 计数 仪 上 对 活 细胞 进行 计数 。 


pd 
各 


DMEM/F12 基础 培养 液 习 
每 个 试验 重复 3 次 上。 
1.2.5 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆 菌 感 染 IPEC-J2 细胞 免疫 应 答 的 影响 

将 IPEC-J2 单 层 细胞 用 无 菌 PBS 润 洗 2 遍 后 ， 对 IPEC-J2 细胞 的 处 理 同 1.2.3。 处 理 结 
束 后 ， 放 入 细胞 培养 箱 中 ，37 人 分 别 培养 1、2、3 h。 培 养 结 束 后 ， 弃 上 清 ， 用 无 菌 PBS 
清洗 细胞 3 遍 ，6 孔 板 每 孔 加 入 1 mL Trizol 试剂 ， 常 温 下 裂解 5 min， 吹 打 完 全 后 转移 至 1.5 
mL 无 RNA 酶 离心 管内 ，-80 CRE. SET USE 3 次 。 


按 Trizol 法 提取 细胞 总 RNA, 接着 按照 Quant cDNA 第 1 链 合成 试剂 盒 说 明 书 将 其 逆转 


A 


Me 


录 成 cDNA 。 以 cDNA 为 模板 ， 按 | 


反应 体系 及 程序 ， 产 物 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴定 。 


m 


普通 PCR 试剂 盒 说 明 书 进行 扩 增 ， 摸 索 试 验 目的 基因 
JF PCR 的 引物 序列 见 表 1。 将 普通 PCR 


摸 好 反应 体系 及 程序 的 目的 基因 按照 SuperReal 菊 光 定量 预 混 试剂 说 明 书 进行 实时 定量 菊 光 


(real-time) PCR， 用 于 检测 Toll f 


式 识别 受 体 2 CTLR2). Toll f 


模式 识别 受 体 〈Toll-like receptors, TLRs) 中 Toll 样 


EE 


模式 识别 受 体 6 CTLR6) 4 NOD 样 模式 识别 受 体 (NOD-like 


receptors, NLRs) 中 NOD 样 模式 识别 受 体 1 (VOD1)、NOD 样 模式 识别 受 体 2 CNOD2) 


Mv 


以 及 细胞 因子 [白细胞 介 素 -8〈 克 -8)、 


化 生长 因 


基因 
Genes 


B- 肌 


km 
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p-actin 
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体 2 
TLR2 
Toll 样 模 
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体 6 
TLR6 
NOD 样 
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转化 生长 
因子 -8 1 
TGF-fl 


T-B1CGGF-41) ]ff]) mRNA f 


表 1 用 于 PCR 的 引物 序列 


胞 介 素 -6 (L-6), Jh: 


日 对 表达 量 。 


于 


坏死 


Table ] Primer sequences used for PCR 


序列 
Sequence (5'-3") 
F:AAGGACCTCTACGCCAACACG 


R:TGGAAGGTGGACAGCGAGGC 


F:ITCACTTGTCTAACTTATCATCCTC 


R:ITCAGCGAAGGTGTCATTATTGC 


F:GCCTGGATGTGGTTCCTTTA 


R:ATGGATTGTTCCCTGCTTTG 


F:GGTGACCCTGACCGATGT 


R:TAGGCTGCGTCCTGTTCA 


F:GAGCGCATCCTCTTAACTTTCG 


R:ACGCTCGTGATCCGTGAAC 


F: TTCGATGCCAGTGCATAAATA 
R:CTGTACACCTTCTGCACCCA 
F:AAATGCTCTTCACCTCTC 
R:TCACACTTCTCATACTICTC 
F:CCCCTCTGAAAAAGACACCA 
R:TCGAAGTGCAGTAGGCAGAA 
F:ITGTCTGTCCACCATTCATTTG 


R:CACCAGGAGTACCTGCTCAAG 


产物 大 小 


Product size/bp 


188 
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66 


176 


106 


180 


T] 


因子 -a (TNF-a), f£ 
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F: 上 游 forward; R: 下 游 reverse。 


PCR 反应 程序 : 95 C, 5min; 95 C, 30s; 退火 CNODI. NOD2 为 61 C, TNF-a 


29 62.5 C， 其 余 基 因 均 为 60 C), 30s; 72 C, 20s; 32 个 循环 ; 72 C, 5 min. 
13 数据 统计 与 分 析 

试验 数据 用 Excel 2016 初步 整理 后 ， 采 用 SPSS 19.0 软件 对 数据 进行 单 因素 方差 分 析 
Cone-way ANOVA )， 方 差 齐 时 用 Tukey's 法 进行 多 重 比较 。P<0.05 表示 差异 显著 ，P<0.01 
表示 差异 极 显著 。 数 据 用 平均 值 + 标 准 误 表 示 。 使 用 GraphPad Prism 5 软件 对 数据 进行 作 图 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 IPEC-J2. 细胞 形态 的 影响 

从 图 1 可 以 看 出 ,正常 的 IPEC-]2 细胞 (对照 组 ) 由 均匀 的 上 皮 样 细胞 组 成 ， 细 胞 为 不 
规则 多 边 形 ， 互 不 重 登 ， 呈 铺路 石 镶嵌 排列 ， 细 胞 之 间 相 互 连 接 ， 细 胞 核 呈 卵 圆 状 ， 为 典型 
的 上 皮 样 单 层 细胞 。 从 图 2 可 以 看 出 ， 植 物 乳 杆菌 处 理 IPEC-J2 细胞 1. 2. 3h 后 ， 与 对 照 
组 的 正常 PEC-J2 细胞 形态 相 比 ， 均 未 发 生 明 显 变化 。 大 肠 杆菌 处 理 IPEC-J2 细胞 1 h 后 ， 
与 对 照 组 的 正常 IPEC-J2 细胞 形态 相 比 ， 细 胞 出 现 了 变 小 、 边 缘 化 等 微小 变化 ; 大 肠 杆菌 处 
理 IPEC-J2 细胞 2h 后 ， 细 胞 形态 出 现 了 明显 的 变化 ， 即 细胞 皱 缩 变 圆 、 染 色 质 浓缩 、 细 胞 
质 中 出 现 很 大 的 空 泡 、 边 缘 化 、 细 胞 形态 不 完整 等 ， 大肠 杆菌 处 理 了 EC-J2 2878 3 h 后 ， 细 
胞 形态 受到 严重 损伤 ， 甚 至 死亡 脱落 。 植 物 乳 杆菌 与 大 肠 杆 菌 共 同 处 理 PEC-J2 280 1. 2 h 
后 ， 可 以 有 效 缓解 大 肠 杆菌 造成 的 细胞 形态 损伤 ， 植 物 乳 杆 菌 与 大 肠 杆菌 共同 处 理 IPEC-J2 
细胞 3 h 后 ， 植 物 乳 杆菌 虽 可 以 缓解 大 肠 杆 菌 引起 的 细胞 形态 损伤 ， 但 缓解 作用 没有 1、2h 


明显 。 


AN UN PRRI TS e 
CONT: 对 照 组 control group。 下 图 同 。The same as below. 
图 1 正常 的 PEC-J2 细胞 形态 (1、2、3 h) 

Fig.1 The normal morphology of IPEC-J2 cells (1,2 and 3 h, 200x) 
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1h 


2h 


3h 


ETEC: 大 肠 杆菌 处 理 组 Escherichia coli treated group; LP: 植物 乳 杆菌 处 理 组 
Lactobacillus plantarum treated group; LP--ETEC: 植物 乳 杆 菌 + 大 肠 杆 菌 处 理 组 Escherichia 
coli*Lactobacillus plantarum treated group。 下 图 同 。The same as below. 


图 2 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆 菌 感 染 IPEC-J2 细胞 形态 的 影响 
Fig.2 Effects of Lactobacillus plantarum on morphology of Escherichia coli infected 
IPEC-J2 cells (200x) 


2.2 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 IPEC-J2 细胞 存活 的 影响 

从 图 3 可 以 看 出 ， 植 物 乳 杆菌 处 理 IPEC-J2 细胞 1、2、3h 后 ， 细 胞 死亡 率 与 对 照 组 相 
比 差异 均 不 显著 (P>0.05)。 大 肠 杆菌 处 理 IPEC-J2 细胞 1、2、3h 后 ， 细 胞 的 死亡 率 均 极 显 
著 高 于 对 照 组 (P<0.01), 说 明 大 肠 杆菌 处 理 PEC-J2 细胞 1. 2. 3 h 会 严重 影响 细胞 的 存活 。 
与 大 肠 杆菌 处 理 组 相 比 ， 植 物 乳 杆菌 与 大 肠 杆 菌 共同 处 理 PEC-J2 细胞 1、2h 后 ， 可 极 显 
著 降 低 细 胞 死亡 率 (P<0.01); 植物 乳 杆 菌 与 大 肠 杆菌 共同 处 理 IPEC-J2 细胞 3h 后 ， 可 显著 
降低 细胞 死亡 率 (P<0.05)。 
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* 表 示 差 异 显著 (P<0.05), * Rnw (P<0.01). FAE. 
* indicated significant difference (P 0.05), ** indicated significant difference (P<0.01). The 
same as below. 


3 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 PEC-J2 细胞 存活 的 影响 


Fig.3 Effects of Lactobacillus plantarum on survival of Escherichia coli infected IPEC-J2 cells 


2.5 ”植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 IPEC-J2. 细胞 免疫 应 答 的 影 
2.3.1 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆 菌 感 染 IPEC-J2. 细胞 TLRs 和 NLRs mRNA 相对 表达 量 的 影响 

由 图 4 可 以 看 出 , 大 肠 杆菌 处 理 PEC- 了 2 细胞 后 可 以 刺激 细胞 胞 外 模式 识别 受 体 TLR2、 
TLR6 以 及 细胞 胞 内 模式 识别 受 体 VOD2 mRNA 的 表达 。 植 物 乳 杆菌 与 大 肠 杆菌 共同 处 理 


IPEC-J2 细胞 后 ， 可 以 显著 或 极 显 著 抑 制 大 肠 杆 菌 引 起 的 TLR2 (2、3 h)、7TLR6 (2, 3h) 


a 
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和 NOD2 (2h) mRNA 的 过 表达 CP«0.05 或 P<0.01)， 而 对 NOD1 mRNA 的 表达 有 显著 或 
极 显 著 的 刺激 作用 CP«0.05 或 P<0.01)。 植 物 乳 杆菌 处 理 IPEC-J2 细胞 后 ， 对 NODI (2h) 
fll NOD2 (1h) mRNA 的 表达 有 极 显著 的 刺激 作用 (P<0.01)。 
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图 4 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 IPEC-J2 细胞 TLRs 和 NLRs mRNA 相对 表达 量 的 影响 
Fig.4 Effects of Lactobacillus plantarum on TLRs and NLRs mRNA relative expression of 
Escherichia coli infected IPEC-J2 cells 


2.3.2 ”植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 IPEC-J2. 细胞 细胞 因子 mRNA 相对 表达 量 的 影响 


由 图 5 可 以 看 出 , 与 对 照 组 相 比 , 大 肠 杆菌 处 理 IPEC-J2 细胞 2 h 后 , 细胞 炎 性 因子 L-6 
和 TNF-a mRNA 相对 表达 量 极 显著 提高 CP«0.010; 大肠 杆菌 处 理 IPEC-J2 细胞 3h 后 ， 细 
胞 炎 性 因子 IL-6.. IL-8 和 TNF-a mRNA 相对 表达 量 极 显著 提高 (P<0.01)。 植 物 乳 杆菌 与 大 
肠 杆 菌 共处 理 IPEC-J2 细胞 2、3 h 后 ， 植 物 乳 杆 菌 可 以 极 显著 抑制 大 肠 杆 菌 引起 的 细胞 炎 
性 因子 的 下 -6、 克 -8 mRNA 的 过 表达 (P<0.01)。 与 对 照 组 相 比 ， 各 组 TGF-f1 mRNA 的 表 
达 量 均 无 显著 差异 CP>0.05 )。 
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图 5 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆 菌 感染 IPEC-J2 细胞 细胞 因子 mRNA 相对 表达 量 的 影响 
Fig.5 Effects of Lactobacillus plantarum on cytokines mRNA relative expression of Escherichia 
coli infected IPEC-J2 cells 


3 W ie 
3.1 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 IPEC-J2. 细胞 形态 和 存活 的 影响 

肠 道 上 皮 细胞 是 猪 肠 道上 皮 屏 障 功能 的 主要 执行 者 ,大 约 占据 肠 道上 皮 100 m? 的 区 域 ， 
上 皮 细 胞 的 完整 性 是 维持 其 选择 通 透 性 和 抵御 外 源 致 病菌 入 侵 等 功能 的 首要 条 件 01。Wine 
等 09 研 究 也 表明 ， 致 病菌 黏附 或 侵入 肠 道 上 皮 细 胞 后 大 量 繁殖 ， 破 坏 肠 道 上 皮 结 构 ， 同 时 引 
起 细胞 死亡 ， 损 伤 肠 上 皮 屏 障 功能 。 因 此 ， 本 试验 结合 吉姆 萨 染色 和 台 有 盼 蓝 染色 ， 从 形态 学 
和 存活 率 2 个 方面 研究 了 植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 IPEC-J2 细胞 的 损伤 。 结果 表明 ， 大 肠 
杆菌 单独 处 理 细胞 一 定时 间 后 可 严重 影响 细胞 的 形态 结构 ,甚至 引起 细胞 大 量 脱落 死亡 。 而 
植物 乳 杆菌 与 PEC-J2 细胞 共 培 养 后 ,对 细胞 的 形态 和 存活 没有 明显 影响 。 植物 乳 杆菌 与 大 
肠 杆菌 共同 处 理 IPEC-J2 细胞 后 ,可 明显 缓解 大 肠 杆 菌 引 起 的 细胞 形态 损伤 , 还 可 显著 或 极 
显著 抑制 大 肠 杆菌 引起 的 细胞 死亡 。 杨 俊 等 U9 试验 结果 表明 ,大肠 杆 菌 处 理 肠 道 细 胞 后 ， 可 
妊 附 于 细胞 损害 细胞 骨架 , 引起 细胞 间 阶 增 大 而 损伤 细胞 , 而 将 乳酸 菌 与 大 肠 杆菌 共 培养 发 
现 , 乳酸 菌 可 明显 减缓 大 肠 杆菌 引起 的 细胞 损伤 ,与 本 研究 结果 一 致 。 这 说 明 益生 菌 对 肠 道 
大 肠 杆菌 的 感染 有 具有 抑制 作用 。 此 外 ,， 赵 毅 博 Po 试验 发 现 ， 食 淀粉 乳 杆 菌 代 谢 产物 也 可 抑制 
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大 肠 杆 菌 等 引起 细胞 形态 的 不 完整 。 这 也 提示 本 研究 中 , 植物 乳 杆 菌 在 保护 肠 道 细胞 形态 锡 
受 大 肠 杆菌 损伤 时 ， 其 代谢 产物 也 可 能 发 挥 了 作用 ， 这 需要 进一步 的 研究 来 验证 。 
3.2. ”植物 乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 了 PEC-J2 细胞 免疫 应 答 的 影响 

猪 肠 道 先天 性 免疫 反应 系统 对 维护 肠 道 屏障 功能 、 避 免 致 病菌 引起 的 机 体 损伤 等 具有 非 
常 重要 的 作用 。 肠 道 免疫 系统 通过 一 个 复杂 的 受 体系 统 来 识别 病原 微生物 和 宿主 共生 菌 , 其 
受 体 主要 包括 胞 外 的 TLRs 和 胞 内 的 NLRs。 一 般 情 况 下 ， 适 度 免疫 信号 通过 TLRs 和 NLRs 
产生 促 炎 细 胞 因子 、 趋 化 因子 和 抗 炎 因子 等 ， 调 节 宿 主 免疫 应 答 ， 对 维持 机 体 健康 、 抵 抗 疾 
病 是 有 益 的 P122。 而 机 体 受到 病原 菌 等 有 害 物 质 刺 激 时 , 免疫 刺激 反应 会 处 于 高 度 激活 状态 ， 
导致 炎 性 细胞 因子 ， 如 TNF-a， 以 及 促 炎 性 细胞 因子 ， 如 IL-67 IL-8 等 的 过 量 分 泥 ， 进 而 引 
起 免疫 应 激 。 研 究 表明 ,益生 菌 可 通过 抑制 肠 道 上 皮 细 胞 炎 性 细胞 因子 的 过 表达 而 缓解 大 肠 
杆菌 引起 的 细胞 炎 性 损伤 RI。 本 试验 研究 表明 ， 大 肠 杆菌 单独 作用 IPEC-J2 细胞 2、3 后 ， 
可 刺激 炎 性 细胞 因子 IL-6, IL-8, TNF-a mRNA 的 表达 ， 而 植物 乳 杆菌 与 大 肠 杆菌 共同 处 理 
IPEC-J2 细胞 2、3h 后 ， 可 以 抑制 大 肠 杆 菌 引起 的 细胞 炎症 因子 IL-6.. IL-8 和 TNF-a mRNA 
的 过 表达 。 此 结果 与 Wang 等 P4 试 验 研 究 结果 相 一 致 。 原 因 可 能 是 大 肠 杆菌 通过 某 个 受 体 激 
活 了 细胞 因子 的 表达 通路 ， 而 植物 乳 杆 菌 缓解 了 这 种 过 度 免疫 。 此 外 ， 本 试验 还 研究 了 植物 
乳 杆 菌 对 大 肠 杆菌 感染 的 PEC-J2 细胞 模式 识别 受 体 的 影响 。 结 果 表 明 ， 大 肠 杆 菌 处 理 
IPEC-J2 细胞 后 可 刺激 细胞 TLR2. TLR6 和 NOD2 mRNA 的 表达 ， 而 植物 乳 杆菌 与 大 肠 杆菌 
共同 处 理 IPEC-J2 细胞 后 可 抑制 大 肠 杆菌 引起 的 TLR2.. TLR6 和 NOD2 mRNA 的 过 表达 。 
这 说 明 植 物 乳 杆菌 可 通过 及 时 调节 上 述 模式 识别 受 体 信号 来 维持 机 体 免 疫 平 衡 , 进而 可 避免 
肠 道上 皮 组 织 的 炎 性 损伤 。 此 外 ， 本 研究 结果 还 发 现 ， 大 肠 杆菌 处 理 IPEC-J2 细胞 后 不 刺激 
NODI mRNA 的 表达 ， 而 植物 乳 杆 菌 却 促 进 了 NODI mRNA 的 表达 。 原 因 可 能 与 Trinchieri 
等 5 研究 中 提 到 的 模式 识别 受 体 具有 特异 性 有 关 。 这 说 明 NOD2 很 可 能 是 植物 乳 杆 菌 发 挥 
作用 的 主要 胞 内 模式 识别 受 体 ， 而 TLR2. TLR6 可 能 是 植物 乳 杆 菌 发 挥 作 用 的 主要 胞 外 模 
式 识别 受 体 。 另 外 ，7CF-p1 是 IPEC-J2 细胞 表皮 生长 因子 相关 基因 ， 对 细胞 的 分 化 、 生 长 
及 免疫 具有 很 重要 的 调节 作用 。 本 试验 中 TGF-B1 mRNA 相对 表达 量 在 对 照 组 、 植 物 乳 杆菌 
处 理 组 、 大 肠 杆菌 处 理 组 及 植物 乳 杆 菌 + 大 肠 杆 菌 处 理 组 均 差异 不 显著 。 而 修成 立 Pg 试 验 表 
明 ， 罗 伊 民 乳 杆 阔 处 理 细胞 6h 后 ,可 以 显著 刺激 转化 生长 因子 - B 3 mRNA 的 表达 ， 原 因 可 
能 与 试验 菌株 不 同 有 关 。 
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植物 乳 杆菌 能 够 缓解 大 肠 杆菌 引起 的 猪 肠 道 上 皮 细 胞 形态 损伤 及 死亡 ; 可 通过 调节 模式 


识别 受 体 TLR2、TLR6 和 NOD2 mRNA 的 表达 而 缓解 大 肠 杆 菌 引 起 的 细胞 炎症 因子 不-6、 忆 -8 
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Effects of Lactobacillus plantarum on Morphological, Survival and Immunity Response of 
Escherichia coli Infected Intestinal Epithelial Cells 
ZENG Yanxia WANG Sixin ZHANG Wei LIU Hui ZHANG Dongyan WANG 
Yamin WANG Jing” JI Haifeng“ 


(Institute of Animal Husbandry and Veterinary Medicine, Beijing 100097, China) 

Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of Lactobacillus plantarum on 
morphological, survival and immunity response of Escherichia coli infected intestinal epithelial 
cells (IPEC-J2 cells). Under the conditions of in vitro, the effects of Lactobacillus plantarum on 
morphological and survival of Escherichia coli infected IPEC-J2 cells were assessed using giemsa 
staining and trypan blue staining methods, and the effects of Lactobacillus plantarum on 
immunity response of Escherichia coli infected IPEC-J2 cells were assessed using real-time PCR 
method. The results showed that Lactobacillus plantarum could ameliorate Escherichia 
coli-induced disruption of cell morphology on IPEC-J2 cells. Compared with the Escherichia coli 
treated group, the perecentage of dead cells was significantly decreased by Lactobacillus 
plantarum and Escherichia coli treated (1, 2 h, P<0.01; 3 h, P<0.05). The Lactobacillus plantarum 
could significantly inhibit the mRNA overexpression of Toll-like receptor 2 (TLR2) (2,3 h, 
P<0.01 ), Toll-like receptor 6 (TLR6) (2 h, P<0.05; 3 h, P«0.012, NOD-like receptor 2 (NOD2) 

(1h, P«0.05; 2h, P<0.01) and inflammatory cytokines interleukin-6 (IL-6) (2,3h, 
P<0.01 ) , interleukin-8 (IL-8) (2,3 h, P<0.01) in IPEC-J2 cells induced by Escherichia coli, 
and could promote the NOD-like receptor 1 (NODI) mRNA expression in IPEC-J2 cells (2h, 
P<0.05; 3 h, P<0.01 ) . The results indicated that Lactobacillus plantarum can ameliorate 


Escherichia coli-induced the disruption of cell morphology and death of IPEC-J2 cells. In addition, 
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it can suppress the Escherichia coli-induced mRNA overexpression of inflammatory cytokines 


IL-6 and IL-8 by regulate the pattern recognition receptor mRNA expression of TLR2, TLR6 and 


NOD2. 
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